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La respuesta de loscítricos a Tetranychus urticae
Tetranychus urticae es una especie cosmopolita y polífaga que puede alcanzarel estatus de plaga en muchos
cultivos, incluido el mandarino clementino. En estudios previos se analizó el comportamiento dela araña en dis-
tintos patrones decítricos obteniendo unos comportamientos distintos dependiendo del patrón, ocupando el
naranjo amargo y el mandarino Cleopatra, los extremosderesistencia y sensibilidad, respectivamente. Por esta
razón se decidió estudiar el comportamiento de este acaro en estos patrones. Paraello se ha llevado acabo
ensayos de elección a través del olfactómetro. Además, se han realizado extracciones de compuestos orgáni-
cos volátiles procedentes de distintos tratamientos. Gracias a estos compuestos podemos justificar los distin-
tos comportamientos de la araña, así como por qué algunas plantas son precursoras dela activación de la res-
puesta defensivas enotras plantas vecinas. Por último, se realizaron análisis de expresión génica para deter-
minar qué genes están involucrados en la respuesta defensiva de loscítricos y, en especial, el papel que de-
sempeñan las proteínas LOX2 (Lipoxigenasas) involucradas en la producción de ácido jasmónico. Con todos
los resultados obtenidos se pretende conocer mejor la respuesta defensiva de las plantas decítricos frente al
ataque de Tetranychusurticae, para favorecer el entendimiento de esta relación ácaro-planta, y de esta mane-
ra poder mejorar su control en campo.
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INTRODUCCIÓN
La araña roja, Tetranychus urticae
(Koch) (Acari: Tetranychidae), es una
plaga clave de los cítricos que puede
provocar graves daños tanto en hoja
comoen fruto, que repercuten muy
seriamente en la producción y comer-
cialización, especialmente en manda-
rino (Pascual-Ruiz et al., 2014).
Los principales daños en el cultivo
son debidos a las picaduras en la
hoja y el fruto producidas por la
alimentación delácaro, que se tradu-
cen en manchas cloróticas en las
hojas, e incluso defoliaciones, sobre
todo en verano, aunque el daño más
importante son las decoloraciones en
fruto que producen destrío (Figura 1).
Estudios anteriores (Bruessow etal.,
2010), demostraron la importancia del
patrón empleado sobre la sensibilidad
de la variedad de cítrico injertada.
Deentre los patrones estudiados, el
naranjo amargo y el mandarino
Cleopatra representaron los extremos
de resistencia y sensibilidad a la
araña, respectivamente (Figura 2).
El objetivo principalde este artículo
es exponer los mecanismos de defen-
sa de los cítricos frente a T. urticae en
los dos genotipos extremos (naranjo
amargo y mandarino Cleopatra), tanto
en defensadirecta (donde se incluyen,
por ejemplo, barreras físicas como los
tricomas, y químicas, comola produc-
ción de compuestos tóxicos para her-
bívoros), como indirecta (comola libe-
ración de volátiles atrayentes para los
enemigos naturales del herbívoro), que
han sido expuestos en publicaciones
recientes de nuestro grupo (Agut et al.,
2014, 2015).
MATERIALES Y MÉTODOS




repelente de volátiles liberados por
los cítricos, se realizaron una serie de
estudios en olfactómetro. Estos ensa-
yos de elección se llevaron a cabo en
un olfactómetro 'Y' (Bruin et al.,
1992). Paraello se utilizó un tubo de
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vidrio con forma de 'Y' (Figura 3), en
el interior del cual se dispuso unfila-
mento de alambre, porel que se
hicieron desplazar las hembras adul-
tas de T. urticae procedentes de
nuestras crías de laboratorio. Estos
brazos se conectaron mediante sen-
dos tubos de gomaa las salidas de 2recipientes de vidrio con una capaci-











Figura 3. Olfactómetro "Y'. El ácaro selibera en la base
de la “Y”, para que se desplace y elija entre los dos brazos,
dondese colocan distintas fuentes devolátiles: plantas sanas
o infestadas.
Caracterización de volátiles
emitidos por las plantas mediante
cromatografía de gases (CG)
Los volátiles producidos porlas plan-
tas (infestadas o no), se caracteriza-
ron mediante cromatografía de gases
(Agut et al., 2015). La separación se
realizó utilizando una columna capilar
DB-5MSdesiflice.
Efecto de los volátiles en plantas
vecinas
Para determinarel posible efecto de
los volátiles liberados por plantas
infestadas sobre plantas sanas, se
realizaron ensayos de puesta de
T. urticae. En primer lugar, plantas
tanto de amargo como de Cleopatra
se infestaron con 20 hembras adultas
de araña. Después de 24 horas de






Figura 2. Porcentaje de variación dela tasa intrínseca de desarrollo (r.,) de
T. urficae (hembras por hembra y día) cuando la araña se desarrolla sobre
una misma variedad (mandarina Satsuma Hashimoto) injertada sobre
distintos patrones. La diferencia entre los patrones extremos, naranjo amargo
y mandarino Cleopatra,es del 90 %. Todas las comparaciones toman como
basela r,, de Citrange Troyer.
“ano contecontrol control
No preferencia |
“conta| nfosiadcontrol infestadoPreferencia por amargono infestadoAmargo * Cleopatrainfestado infestadoPreferencia por Cleopatra infestadoCleopatra | Cleopatrainfestado | controlPreferencia por Cleopatra ¡hfestado=———100 50 o so 100amargo y dos de mandarinoCleopatra se colocaron en una ban-deja con otros 10 patrones sin infes-tar, tanto de amargo como de
Cleopatra. Tras 72 horas, 5 plantas
sin infestar por cada uno delos patro-
nes se defoliaron y se congelaron
esas hojas a -80 “C para su posterior
análisis de ARN.Las cinco plantas
restantes no infestadas por especie
de cítrico se infestaron con seis hem-
bras adultas de 2 días de edad.
Transcurridas 72 horas, se contaron
los huevos de la araña en cada plan-
ta. Este ensayose repitió tres veces y
además se reprodujo en invernadero
en condiciones de semicampo.
Análisis cuantitativo mediante PCR
a tiempo real
El ARN de las hojas de ambos patro-
nes se extrajo utilizando un kit de
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Figura 4. Resultados del ensayode olfaciómetro en que se muestra la elección
realizada por hembrasdeT. urticae frente a distintos tipos de planta, infestada o
no. Los asteriscos preferencias significativas.
ARN vegetal, que se transformó a
CADN mediante una reacción con la
transcriptasa inversa Omniscript
(Qiagen, Barcelona, España), y este
ADN complementario fue utilizado para
la qPCR utilizando cebadores diseña-
dos específicamente para los genes
EF1 a y LOX-2 (Agut et al., 2015).
RESULTADOS
Comportamiento de T. urticae y
compuestos orgánicos liberados
por los patrones de cítricos en
tubo 'Y'.
Los resultados (Figura 4) muestran
como T. urticae mostró mayor prefe-
rencia por el patrón mandarino
Cleopatra frente a amargo, tanto en
plantas infestadas comosin infestar,
siendo Cleopatra el patrón más sensi-
ble a la araña (Figura 2).
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Además, cuando se enfrentó planta estuvo infestado. Este comportamien-
—
Así, se observó que el mandarino
no infestada y planta infestada de to podría explicarse por los distintos Cleopatra sin infestar liberó mayores
Cleopatra, la araña eligió las plantas compuestos volátiles orgánicos libera- cantidades de pineno, 4-hidroxi.
infestadas. Por el contrario, el patrón dos porlas plantas. En la Tabla 1 se 4-metil-2-pentanona, metil salicilato
amargo actuó como repelente,aumen- pueden observar los principales voláti-— (MeSa)y (2-butoxietoxi) etanol que lastando la repelencia cuandoel patrón les encontrados en nuestros ensayos. plantas de naranjo amargosin infestar. |
|
Tabla 1. Perfil de los compuestos orgánicos volátiles detectados en plantas de naranjo amargo. |
Compuestos Volátiles RT (min) 50 control 50 infesteda Cleo control Cleo infesteda
Benzaldehyde 6.99 1507.33+285.13a 5518.67+871.82 b 2885.33+152.21 a 7720.35+784.25 €
Benzothiazole 14.11 9594.67:2605.01a 25 988.30+4584.44 be 14 199.30+1678.73 ab 28 289.00+5639.73 e
(5,7-Dimethylocta-2,6-dienyl) benzene 20.57 14 180.00+4922.97 a 34 215.70+4406.85 b 29 777.70+19379.45 ab 41 143.70+2980.72 b
(2-Butoxyethoxy) ethanol 12.92 nd'a 12 572.00+1513.06 b 16 912.70+2695.89 b 25 809.30+3293.59 a
o-Parnesene 2105 019755:5759.27a 41865.70:1186150b 16526.70:4105.07a 28782.70:2426.34ab |
6,11-Dimethy1-2,6,10-dodecatrien-1-o1 22.688 2416.00+989.50 b 10 598.50+5787.48 e ndta ndta
a-Ocimene 891 1560650:2680.18b 51181.00:5541.87c 1855.00:265215a 15067.70+1547.05b
D'iimonene 851 1654700:459298a 5519100:1928.56b+7068,67:164692a 12460.70:2265.42a4-Eydroxy-4-methyl-2-pentanone 448 545055:44102a 14844.00:1228850 8200.55:1669.88b 3556.00:111750aPinene 616 4601.55:509.75a 14 208.50:4625.88 c 7402.50+510.71 b 6770.55+1559.78 bFaena emoamno 18.81 6603.00:2589.49a 15109.50:2095.22b 684.00:684.00 a 110.66:110.67 amethyl esterMeJA 1545 52808.70:5044.86a 46780.00:7851.15b 28095.50:257465a 20440.50:2583.68aMeSA 925 02505.0:248779a 488956.0:150485.00 220B8.5:6955.0b 1062 7070:159 425.04(SO; Citrus aurantium) y mandarino Cleopatra (CLEO; Citrus reshni) en ausencia del ácaro o infestadas. Nd (no detectado), RT (tiempo de retención). Lasdiferentesletras representan diferencias significativas en los tratamientos (análisis de la varianza (ANOVA)P< 0,05). GLM Loglíneal de Poisson. Post-hoc Bonferroni.CalidadCertificada YTotalmente natural Jabón potáciPotásico vpiretrinas naturales Sales de .4% de Potasio 41697 vSin butóxido de piperoniloRápida acción de contactoAmplio espectro0,1% a 072% (1a2 ec/titro)Mosca blanca, trips, pulgón...Sin residuosa (2) BIAGROKENPHYR: Inscrito enel Registro Oficial de Productos y Material Fitosaritario con el-1* 25-297719
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, | - asos so ces|so ceAmargo—Cleopatra Amargo Cleopatra Amargo Cleopatra o Control Exposicióna volátiles deA) Control B)Plantas expuestas a C) Plantas expuestas a naranjo amargonaranjo amargo infestado mandarino CleopatrainfestadoFigura 5. Puesta de T. urficae en plantas de naranjo amargo y mandarinoCleopatra en (A) plantas control, plantas expuestasa losvolátiles producidospor (B) naranjo amargo infestado, y [C) por mandarino Cleopatra infestado.Nose observaron diferencias significativas entre patronesen B. Los asteriscos Figura 6. Expresión relativa del gen LOX2 en plantasde mandarino Cleopatra control y plantas expuestasa losvolátiles producidos por naranjo amargo infestado.señalan diferencias significativas.Porel contrario, el patrón naranjoamargo produjo mayoresniveles de6,11-Dimetil-2,6,10-dodecatrien-1-ol ya-ocimeno que el mandarinoCleopatra. Por otro lado, en plantasinfestadas, la emisión devolátiles delos dos patrones decítrico, mostrarondiferencias tanto cuantitativas comocualitativas. Varios compuestos, comoo-farnaseno, o-ocimeno, D-limoneno,4-hidroxi-4-metil-2-pentanona, ácidobenzoico, 2-(metilamino)-metil éster ymetil jasmonato (MeJA), mostraronmayor intensidad de expresión enplantas de naranjo amargo. Además,el compuesto 6-11-Dimetil-2,6,10-dodecatrien-1-ol no se detectó en elmandarino Cleopatra, mientras queeste compuesto se acumuló de formaconsiderable en naranjo amargo.Todo ello sugiere que existe unapotente respuesta repelente mediadapor la sobreacumulación devolátilesen naranjo amargo. El hecho de quelas plantas de mandarino Cleopatrainfestadas sean atrayentes paraT- urticae sugiere que la araña escapaz de manipular a este huésped yfacilitar así la atracción de los ácarosconespecíficos mediante la represióny la sobreacumulación de determina-dos volátiles. En efecto, las emisionesde MeJA y 4-hidroxi-4-metil-2-penta-nona se redujeron en las plantas demandarino Cleopatra después delata-quedelherbívoro, mientras que com-puestos como (2-butoxietoxi) etanol,benzaldehído y MeSAse indujeron322 significativamente. Porlo tanto, estosúltimos compuestos liberados pormandarino Cleopatra podrían respon-der a la manipulación del huéspedpor parte de la araña para aumentarla atracción de ácaros conespecíficos,funcionando de forma análoga a unaferomona de agregación.Los volátiles liberados por naranjoamargo inducen resistencia enmandarino CleopatraEs sabido quelas plantas tienen lacapacidad de avisar, mediantela libe-ración de volátiles, a plantas vecinasque están sufriendo algún tipo de ata-que, como por ejemplo de un herbívo-ro. Por ello, se estudió si dicha comu-nicación podía darse entre naranjoamargo y mandarino Cleopatra. Losresultados obtenidos muestran comonaranjo amargo presenta menorestasas de puesta que el mandarinoCleopatra, tras exponer ambas plan-tas a aire limpio (Figura 5). En cam-bio, cuando los dos patrones se expu-sieron a volátiles liberados por naran-jo amargo infestado, las densidadesde puesta de T. urticae en mandarinoCleopatra se redujeron a valores simi-lares a los del naranjo amargo, mien-tras que naranjo amargo no mostróun cambio en su respuesta. Porelcontrario, cuando estos patrones seexpusieron a volátiles de plantas deCleopatra infestadas, las tasas depuesta de la araña no cambiaron4% Trimestre 2017LEVANTE AGRICOLA respecto a los valores observados enlos patrones expuestosa aire limpio.En ensayos de semicampo llevados acabo en invernadero se consiguieronlos mismos resultados. Estos resulta-dos, pues, demuestran quelos voláti-les liberados por naranjo amargoinfestado inducen resistencia funcio-nal contra la araña en plantas demandarino Cleopatra.Análisis expresión génica (LOX2)Las proteínas LOX (lipoxigenasas)son una familia de enzimas involucra-das en la síntesis de ácido jasmónicoque juega un papel fundamental en larespuesta metabólica a herida de plan-ta. Cuando una planta es atacada,responde a través dela activación dela síntesis de diversas proteínas, entreellas las LOX, pero también son impor-tantes proteínas antibióticas como PR(pathogenesis-related), miraculinas ylectinas. En este trabajo analizamoslaexpresión de la proteína LOX2 en lospatrones de cítricos para entendermejorlas respuestas decítricos alataque delácaro araña roja.Losvolátiles liberados por naranjoamargo indujeron LOX2 en plantas demandarino Cleopatra. LOX2 se indujofuertemente en plantas de naranjoamargo infestadas, mientras que laexpresión de este gen se mantuvo enniveles basales para plantas de man-darino Cleopatra infestadas.
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Curiosamente, cuando el mandarino
Cleopatra se expuso a volátiles de
naranjo amargo infestado por araña
durante 3 días, se observó cómo los
niveles de LOX2 aumentaron signifi-
cativamente en comparación con las
plantas control no expuestas a estos
compuestos. Finalmente, para deter-
minar el compuesto que podría
desencadenar la actividad de LOX2,
se seleccionaron tres dosis de dos
terpenoides (D-limoneno, ocimeno) y
un volátil de hoja verde (GLV)
4-hidroxi-4-metil-2-pentanona entre
los volátiles liberados por plantas
infestadas de amargo. La expresión
de estos compuestos fue mayor en
plantas de amargo infestadas frente a
plantas infestadas de Cleopatra.
LOX2 no se expresó para infestacio-
nes tempranas, pero tras 72 horas de
infestación, se observó una sobre-
expresión de este gen. El volátil
4-hydroxi-4-metil-2-pentanona, indujo
LOX2 enla concentración más eleva-
da de 1000 ug,pero fue el limoneno
el volátil más efectivo en activar el
gen, ya quelo hizo a bajas concentra-
ciones (10 ug).
CONCLUSIONES
El naranjo amargo presenta una
mayor resistencia contra T- urticae
comparado con mandarino Cleopatra.
Por un lado, los volátiles inducidos
por T. urticae en naranjo amargo
actúan como repelentes, mientras
quelos liberados por mandarino
Cleopatra lo hacen como atrayentes,
demostrando como la respuesta de
este ácaro fitófago es dependiente
del genotipo de la planta. Por otro
lado, se ha comprobado comoexiste
una señalización entre plantas de
cítrico cuando éstas sufren un ataque
del ácaro, puesto que los volátiles
liberados por el patrón naranjo
amargo inducen resistencia en las
plantas susceptibles de mandarino
Cleopatra. Los resultados de puesta
y la expresión del gen LOX2
corroboran este comportamiento.
Estos resultados que ayudan a
explicar el comportamiento de
T. urticae en cítricos, puede contribuir
a mejorar el controlde estefitófago
plaga de loscítricos.
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El atomizador Inverter Palmeta H30 de
Pulverizadores Fede, premiado enla
Feria Horti-Tech
El nuevo atomizador Inverter Palmeta
H30 de Pulverizadores Fede hasido
premiado en Horti-Tech, unade las ferias
de maquinaria agrícola referentes en
Polonia. Setrata de un importante reco-
nocimiento ya que Polonia esel primer
país productor de manzanas de Europaycuarto productora nivel mundial, contexto
en el que un jurado experto en maquina-
ría agrícola ha puesto en valor las innova-
cionesde este equipodestinado a la pro-
tección de cultivos frutales dispuestos en
estructura de espaldera.
El atomizador Inverter Palmeta destaca
por incorporar un alerón especial para fru-
tales que permite realizar una aplicación
de tratamiento de forma homogénea en
árbolesdispuestos en estructura de
espaldera. La aerodinámica de este ale-
rón hace que el volumendeaire se man-
tenga constante entodas las salidas del
atomizador para realizar una correcta apli-
cación tanto en las zonas externas como
internasdelárbol, llegando a su vez con
facilidad a las copas del mismopara ofre-
cer una cobertura completa.
Asimismo, la ventaja funcional del
atomizador Inverter es su característica
anti-absorción de hojas. El diseño
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invertido del grupodeaire no deja que
las hojas desprendidasdelos árboles
sean absorbidas, evitandoasí acumula-
ción de las mismas.
A estas ventajasenel diseño del atomiza-
dor Inverter Palmeta, se suma la incorpo-
ración de la tecnología H3Ola cual permi-
te la adaptación del tratamiento en fun-
ción de la masa vegetal. Con ello se pre-
vienen fallos en los tratamientos,
evitando proliferación de plagas y enfer-
medades tenerque repetir la aplicación
con los elevadoscostes que conlleva.
Todas estas innovaciones hacendel ato-
mizador Inverter Palmeta H30 merecedor
de un importante galardón en Horti-Tech
(Kielce Trade Fair), ya quese trata de un
equipo idóneopara proteger árboles fruta-
les en un país productor y exportador de
manzanas comoes Polonia.
LaFeria de Kielce acoge Horti-Tech, una
exhibición de máquinas, equiposy acce-sorios destinadas tanto a grandes planta-
ciones como a pequeños y medianos pro-
ductores.La exposición incluye puntera
maquinaria y herramientaspara la pro-




un proyecto único para
combatir plagas sin
pesticidas
Idai Nature, fabricante de soluciones naturales para
el cultivo de frutas y hortalizas sin residuos quími-
cos, desarrollará el proyecto LBS-Protection dentro
del programa Horizonte 2020 dela Unión Europea.
El objetivo principal de LBS-Protection es aumentar
la protección de los cultivos orgánicos y con residuo
cero. Su innovación radica en una reformulación
con moléculas orgánicas dealto rendimiento, que
se transportan a través del xilema y que asegura su
biodisponibilidad para las plantas y por tanto su
efectividad. Esto se conoce comola tecnología
LBS-Protection
La formulación desarrollada LBS proporciona un
amplio control frente a estrés biótico y abiótico y esti-
mula la inducción de mecanismosde defensa enlas
plantas. Estas características lo convierten en un sus-
tituto de otros productos convencionales, reduciendo
los residuos químicos en cultivos y alimentos.
La Comisión Europea reconoceasí la capacidad de
innovación y proyección dela empresavalenciana,
quecuenta con ambiciosos proyectos de investiga-
ción paratratar las plagas y enfermedades con
sustancias naturales provenientes en su mayoría
del reino vegetal.
